UNIVERZITA KARLOVA

Pfirodovédecks fakulta

Studijni program: Chemie

Studijni obor: Analyticka chemie

Bc. Mikulas Vik

STUDIUM VYUZITI DERIVATIZACNICH REAKCI PRO ESI-
MS ANALYZU OBTIZNE IONIZOVATELNYCH ARYL
CHLOROKOMPLEXU RHENIA

Study of derivatization reactions for ESI-MS analysis of hardly

ionizable rhenium aryl chlorocomplexes

Diplomova prace

Vedouci diplomové prace: RNDr. Martin Sticha Ph.D.
Konzultant: doc. RNDr. Ivan Jelinek, CSc.

Praha 2020



Prohlaseni

Prohlasuji, Ze jsem tuto zadvérecnou praci zpracoval samostatné a ze jsem uvedl vSechny
pouzité informacni zdroje a literaturu. Tato prace ani jeji podstatna ¢ast nebyla piedloZena k
ziskani jiného nebo stejného akademického titulu.

Jsem si védom toho, Ze pfipadné vyuziti vysledku, ziskanych v této praci, mimo

Univerzitu Karlovu je mozné pouze po pisemném souhlasu této univerzity.

V Praze dne 10. srpna 2020



Abstrakt

Hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem je metoda vhodna pro strukturni
analyzu koordinac¢nich sloucenin s vybornou citlivosti a selektivitou. Nékteré komplexni
slouCeniny vsak nejsou pomoci mékkych ionizacnich technik pfimo ionizovatelné. Tato
diplomova prace se zabyvd zkoumanim derivatizacni reakce obtizné ionizovatelnych
komplext komplexy rhenia s 1,2-dihydroxybenzem a 2,3-dihydroxytoluenem a strukturni
analyzou produktd. Struktura a fragmentacni mechanismy pfipravenych derivati byly
zkoumény pomoci kolizn¢ indukované disociace (CID). Teorie funkciondlu hustoty (DFT)
byla pouzita pro predikci Stépenych vazeb pii fragmentaci na zdklad¢ prodlouzeni vazeb

behem ionizace a pro popis struktury pfipravenych komplext.

Kli¢ova slova

Komplexy rhenia, strukturni analyza, ESI-MS, derivatizace, fragmentace, vypocetni

chemie, DFT, CID, kolizn¢ indukovana disociace

Abstract

Mass spectrometry with electrospray ionization is an excellent method for structural
analysis of coordination compounds with outstanding sensitivity and selectivity. However, it
fails to detect some low-polar rhenium complexes. This master thesis describes derivatization
method of non-ionizable rhenium complexes with 1,2-dihydroxybenzene and 2,3-
dihydroxytoluenene. Fragmentation mechanisms and structure of prepared complexes was
studied using high resolution mass spectrometry and collision-induced dissociation (CID).
Furthermore, density functional theory (DFT) computational method was used for prediction

of bond cleavage based on bond lengthening.
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Seznam zkratek

AM1
AO
APCI

API

APPI

Cat
CA
CAD

CE
CEM
CI
CID

CRM
DFT
DHN
DHT
Ecu

EI

ESI
ESI-MS
FAB
GC-MS
HF
HPLC

HRMS

IEM

vypocetni metoda Austin Model 1

atomovy orbital

atmospheric pressure chemical ionization — chemicka ionizace za

atmosférického tlaku

atmospheric pressure ionization — ionizace za atmosférického
tlaku

atmospheric  pressure photoionization — fotoionizace
atmosférického tlaku

katechol (1,2-dihydroxybenzen)

collisional activation — kolizni aktivace

collisionally activated dissociation — kolizn¢ aktivovana
disociace

collision energy — laboratorni kolizni energie

chain ejection model — model vypuzeni fetézce

chemick4 ionizace

collision induced dissociation — kolizn¢ indukovana
disociace

charge residue model — model zbytkového naboje

density functional theory — teorie funkcionalu hustoty
dihydroxynaftalen (2,3-dihydroxynaftalen)
dihydroxytoluen (4-methyl-1,2-dihydroxybenzen)

center of mass energy — téziStova kolizni energie
elektronova ionizace

electrospray ionisation — ionizace elektrosprejem,
hmotnostni spektrometrie s ionizaci elektrosprejem

fast atom bombardment — ionizace urychlenymi atomy
plynova chromatografie s hmotnostni detekci
Hartreeho-Fockova metoda

high-performance liquid chromatography — vysokoucinna
kapalinova chromatografie

high resolution mass spectrometry — hmotnostni
spektrometrie s vysokou rozliSovaci schopnosti

ion evaportaion model — model vypateni iontu
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MALDI

MD
MO
MO-LCAO
PBrA
PCIA
PIPA
PT

Q

ST
SID
STO
TEA
TOF

Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization -
ionizace laserem za pfitomnosti matrice
molekularni dynamika

molekulovy orbital

molekulové orbitaly — linedrni kombinace atomovych orbitala
p-bromoanilin

p-chloroanilin

p-isopropylanilin

p-toluidin; p-methylanilin

kvadrupdl, kvadrupolovy analyzator
similarity index — index podonosti
source-induced dissociation

Slater orbitaly

triethylamin

time of flight — hmotnostni analyzator doby letu



1. Cile prace

Cilem této prace bylo studium derivatizacni reakce umoziujici vyuzit hmotnostni
spektrometrie s ionizaci elektrosprejem k detekei a studiu nékterych obtizné ionizovatelnych
komplexti rhenia. Vzhledem k barevnosti vznikajicich produkti mél byt pribéh téchto
derivatiza¢nich reakci studovan i pomoci spektrofotometrickych metod. Dalsi pozornost méla
byt zamétena na studium chovani pfipravovanych komplexi v kolizni cele a na interpretaci
fragmentacnich schémat. V neposledni fadé méla byt prozkouméana moznost vyuziti vypocetni
chemie ke zkoumdni struktury vzniklych komplexi a predikci vazeb Stépenych pfi

fragmentaci na zaklad¢ zmény délky vazby béhem ionizace.



2. Teoreticky uvod

2.1. Komplexy rhenia

Koordinacni slouceniny rhenia maji Siroké spektrum aplikaci ve vyzkumu 1 praxi. Patii
mezi n¢ napiiklad vyvoj 1ékt a katalyza. Komplexy rhenia slozené z B-emitujicich izotopt
186Re a '%8Re a vhodnych organickych ligandd nasly diky svym unikdtnim vlastnostem vyuziti
v cilené chemoterapii [1, 2].

Podrobny vyzkum zaméieny na fyzikalné-chemické vlastnosti komplexii obsahujicich
neradioaktivni rhenium odhalil nové aplikace v oblasti fyziky a chemie. Katalyticka aktivita
téchto komplexi pokryva Siroké spektrum organickych 1 anorganickych reakci.
Bromotrikarbonyltetrahydrofuran rheniovy komplex byl naptiklad vyuzity k efektivni
katalyze v intra- a intermolekuldrnich annula¢nich reakcich pti vyrobé farmaceutik, funkénich
materidl a piirodnich produktii [3]. Fotokatalytické vlastnosti komplexi Re' s rliznymi
ligandy byly Gspeésné vyuzity pro generovani vodiku z vody [4]. Déle byla také zjiSténo, ze
jsou oxorheniové komplexy schopny katalyzovat rizné reakce pienosu kysliku a epoxidacni
reakce [5].

Dukladnd analyza ptipravenych komplext rhenia je dillezitym ptedpokladem pro jejich
Gsp&$né vyuziti. V minulosti skupina dr. Stichy studovala strukturu komplextt Re¥> V& VIl
s bidentatnimi aromatickymi ligandy pomoci hmotnostni spektrometrie [6]. Mezi
zkoumanymi produkty reakci a degradace byly pozorovany nékteré obtizné ionizovatelné
slou¢eniny [7]. Napiiklad komplex [Re"(O)Cl(cat)] nebylo mozné ionizovat pomoci ESI,
APCI ani APPI. Navic vzhledem jeho nestabilit¢ zeyména v protickych rozpoustédlech bylo

problematické i pouziti alternativnich strukturné analytickych metod.

2.2. Mékké ioniza¢ni techniky

Podle mnoZstvi pfidélené wvnitini energie lze ioniza¢ni techniky délit na ,tvrdé“ a
,me&kkeé*. V ptipadé¢ tvrdych ionizacnich technik molekula ziskava velké mnoZstvi piebytecné
energie, kterd zptisobi rozsdhlou fragmentaci ionizované molekuly. Naopak u mékkych
ionizacnich technik k tomuto jevu nedochazi a vznikaji prevazné molekularni ionty. Jednou
z prvnich mékkych ionizacnich technik je chemické ionizace (CI) [8]. Vyuziti nasSla v plynové
chromatografii s hmotnostni detekci (GC-MS) spole¢né s elektronovou ionizaci (EI).
Elektronova ionizace je tvrdou ioniza¢ni technikou produkujici velké mnozstvi fragmentii a

ve spektru tak mize chybét molekularni ion [9, 10]. Mira fragmentace v CI je nizka,



molekularni ion ma vétSinou vyssi relativni intenzitu [11, 12]. Tyto metody jsou vSak vhodné
pouze pro analyty, které jsou t€kavé a termalné stabilni. Molekuly nespliiujici tato kritéria
musi byt pfevedeny na ionty pfimo z pevné, piipadné¢ kapalné faze. Iontové zdroje vytvarejici
ionty z kapaliny funguji pievazné na principu zmlZovani. Za atmosférického tlaku jsou
z kapek vytvofeny ionty a ty jsou dale transportovany skrze mezifazi do vakuové c¢asti
hmotnostniho spektrometru. Do této skupiny iontovych zdroji patfi chemicka ionizace za
atmosférického tlaku (APCI), fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) a ionizace
elektrosprejem (ESI). Princip téchto metod je popsan v ndsledujicich podkapitolach. Pii
generovani iontl z pevné faze je vzorek aplikovan ve formé pevného netékavého nanosu.
Casto je v kontaktu s pevnou nebo viskdzni matrici. Vrstva vzorku je potom ozafena fotony
v pripad¢ ionizace laserem za piritomnosti matrice (MALDI) nebo je ostfelovana urychlenymi
atomy v piipadé FAB a nasledné dochéazi k desorpci iontl z povrchu vzorku. Ionty jsou pak
elektrickym polem neseny k analyzatoru [9, 10].

Metody, které lze pouzit k ionizace molekul studovanych v této praci jsou popsany

v nasledujicich podkapitolach.

2.3.Ionizace za atmosférického tlaku

Pfi ionizaci za atmosférického tlaku (API) jsou vytvofené ionty transportovany do
hmotnostniho analyzatoru, ktery je umistén ve vysokém vakuu (10 Pa). Toho lze dosdhnout
pomoci piechodii mezi rliiznymi stupni vakua. VétSinou jde o dva stupné s vlastnimi
pumpami. Jednotlivé ¢asti jsou spojeny pruchodkami svelmi malym pramérem, tzv.
skimmery nebo iontovymi nalevkami. Primér otvort pro priichod iontlh musi byt dostatecné
Siroky, aby byla dosaZena vysoka citlivost, ale zaroven nesmi byt moc Siroky, aby bylo
zajisténo dostatecné vakuum v prostoru hmotnostniho analyzatoru [9, 13, 14].

Dalsi problém nastavad pii piechodu iontd do vakuové casti, pii kterém dochazi
k ochlazeni a nezddouci tvorbé klastri. Tvorb€ klastri 1ze zabranit protiproudem susSiciho
plynu, pro odstranéni molekul rozpoustédla a vyhtfivanim iontového zdroje. Pfi teploté zdroje

mayji vzniklé ionty dostatecnou teplotu i po pfechodu do vakua [13-15].

2.3.1. Chemicka ionizace za atmosférického tlaku
Metoda APCI pracuje na podobném principu, jako v GC-MS bézn¢ vyuzivana CI. Hlavni
vyuziti APCI je pro ionizaci stitedné polarnich aZ nepolarnich latek s molekulovou hmotnosti

az do 1500 Da. Tato ionizace poskytuje pfevazné¢ ionty nesouci jeden néboj [9, 15].
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Ionizace pomoci APCI je pouzivana ve spojeni s vysokouc¢innou kapalinovou
chromatografii (HPLC) nebo s pfimym néstfikem. Kapalina je pfi prittoku 0,2 — 2 ml min™!
pfivadéna do zmlzovace, ktery pomoci plynu s vysokym pratokem vytvoii jemnou mlhu. Ta
potom prochazi komorou vyhiivanou na 200400 °C, kde se odpafuje rozpoustédlo. Na
zahtaty plyn pak puasobi koronovy vyboj, ¢imz dochazi kionizaci (viz obrazek 1).
V pozitivnim moédu vznikaji ionty pfenosem protonu nebo vznikem aduktl, v zévislosti na

protonové afinité. V negativnim moddu pak vznikem aduktii nebo odtrzenim protonu.

Vstup
eluatu

Zmlzujici plyn ZImiZovac (spre))

Vyhfivana zéna

Susici plyn

| Vybojova
\ lehla Kapilara

\

N

Obrézek 1 — Schéma zdroje APCI. Pfevzato a upraveno z [16].

2.3.2. Fotoionizace za atmosférického tlaku
Fotoionizace za atmosférického tlaku (APPI) je jednou z nejmladSich sprejovacich metod.
Vzorek je zmlZen a odpafen stejnym zptisobem, jako v pfipadé APCI. Molekuly v plynné fazi
pak interaguji s fotony, které emituje vybojka (viz obrazek 2). Nejcastéji se pouziva
kryptonova vybojka s energii fotonit 10 eV. Jeji energie je pfiliS nizkd k ionizaci molekul
rozpoustédla a vzduchu, ale je dostatecna k ionizaci fotoaktivnich molekul. Na rozdil od ESI a
APCI je APPI vhodna pro ionizaci malo polarnich molekul. Ionizaci mohou vznikat ionty

s lichym poctem elektront. Ke zvySeni citlivosti 1ze pouzit tzv. dopant. Jedna se o latku, ktera
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ma ionizacni energii niz§i nez 10 eV. Pomoci ion-molekularnich reakci s analytem dochazi

selektivné ke vzniku ionti [17-21].

Vstup eluatu

Zmizujici plyn Zmlzovac (sprej)

Vyhrivana zéna

UV lampa Susici plyn

Kapilara

Obrazek 2 — Schéma iontového zdroje APPI. Pfevzato a upraveno z [16].

2.3.3. Ionizace elektrosprejem

Ionizace elektrosprejem (ESI) je jednou z nejvice vyuzivanych metod ionizace v chemické
a biochemické analyze. Vyuzitelnost vzrostla zejména poté, co bylo zjisténo, Ze s pomoci
elektrospreje lze ziskat nasobné nabité ionty proteinii. Byla tak umoZnéna jejich analyza i
s pristroji s nizkym rozsahem méfenych hmot. Z pocatku byla ESI povaZovana za nastroj
k ionizaci pouze proteinti. Pozd¢ji byla rozsifena na polymery, dalsi biopolymery ale i malé
polarni molekuly. Ukazalo se také, ze je s ESI mozné dosdhnout vysoké citlivosti a nabizi
snadné spojeni s HPLC, puHPLC nebo kapilarni elektroforézou [9, 22].

Pouziti elektrospreje jako metody pro rozptyleni homogenniho kapalného vzorku je
dlouho znama [22]. Fyzikalni podstatu jako prvni popsal Sir Geoffrey Taylor [23]. O vyuziti
pro generovani paprskil velkych molekul pfemyslel brzy po té Dole a kol. [24], nebyl vSak
schopen své tvrzeni podepfit presvédCujicim experimentem. Pozdéji Fenn a kol. [25, 26]
ukazali, Ze je mozné prevést 1 velké molekuly (proteiny) do plynné faze ve forme iontl bez

jejich rozpadu. Elektrosprej se rychle rozsifil v oblasti bioanalyzy. Dnes je elektrosprej
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nejrozsifenéjsi technikou v MS analyze kapalnych vzorkl [22]. Mezi dal$i vyhody patii

napiiklad univerzalnost, velmi nizka chemicka specifita a tvorba velmi stabilnich ionti.
Elektrosprej vznika plisobenim silného elektrického pole na kapalinu protékajici skrze

vodivou kapilaru za atmosférického tlaku [15]. Bézny pritok kapaliny se pohybuje v mezich

1-10 pl min™

a elektrosprej je tak vhodny pro spojeni s kapalinovou chromatografii. Mezi
kapilérou a valcovou elektrodou, které jsou od sebe vzdéleny 0,3 — 2 cm, je vlozeno napéti 3-
6 kV. Dochézi ke vzniku elektrického pole o sile viadu 10° V m. Proti sméru proudéni
kapek je zaveden tok suSiciho inertniho plynu o tlaku 1 atm, ktery urychluje odparovani
rozpoustédla. Plsobenim elektrického pole na kapalinu u Spicky kapilary vznikd mlha
jemnych kapicek. Pfi nizkém napéti je kapka na Spicce kapilary sférickd. S rostoucim napétim
se kapka deformuje a ztraci sviyj sféricky charakter. Pii vlozeném napéti 1 az 2 kV dochazi
k prodlouzeni kapky vlivem néaboje, ktery se koncentruje u hrotu. Pti dostate¢ném napéti 3 az
5 kV dochézi k ptekro€eni sily povrchového napéti kapky a vznikd Taylortv kuZzel (viz
obrazek 3). Z jeho Spicky jsou uvolnovany malé kapicky [9]. Vlivem suSiciho plynu pak
dochazi k odpafeni rozpoustédla a koncentrovani ndboje. Pii dosazeni Rayleigho limitu se
vyrovnaji Coulombické odpudivé sily a povrchové napéti kapky a dochazi ktzv.

Coulombické explozi. Tato podminka je definovana Rayleigho rovnici [27, 28]:

Qr, = 8m(g,yR*)Y? (1)

Kde QOry je naboj kapky, y povrchové napéti rozpoustédla, R polomér kapky a &y permitivita.
Kapka je roztrzena, vznika fada dalSich kapek. Prvni generace kapek vzniklych na $picce
Taylorova kuZelu ma primér okolo 1,5 um a nese kolem 50000 elementarnich naboji. Po
roztrzeni maji kapky primér okolo 0,1 pum a 300 aZ 400 elementarnich nabojt [29]. S kaZzdou
dalSi generaci kapek se tak nasobi naboj, ktery kapky nesou. Postupné se odpatuje
rozpoustédlo a vznikaji ionty. K popisu pfechodu iontli z kapalné fadze do plynné bylo
navrzeno n€kolik modeli — model vypareni iontu (ion evaporation model — IEM), model
zbytkového néboje (charge residue model — CRM) a model vypuzeni fetézce (chain ejection
model — CEM). lonty dale pfendSeny pomoci iontové optiky skrze rozhrani do dalSi ¢asti

pfistroje, kterd obsahuje vakuum a jsou analyzovany [9, 26]
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ESI kapilara

+ @ @@ @ + +
® D+ Hmotnostni
Roztok analytu p> @ @®@ @ + spTl?h::Eenllt'
@ *

Obrazek 3 — Schématické znazornéni ionizace elektrosprejem v pozitivnim modu.

Ptevzato a upraveno z [30].

2.3.3.1. Model vypareni iontu
Model odpateni iontu (IEM) navrhli Iribarne a Thomson k vysvétleni generovani iontl z
nabitych kapek, které jsou produkovany elektrosprejem [31, 32]. Kapky se zmensuji diky
odpatrovani rozpoustédla do chvile, kdy je sila pole kolem jejich povrchu dostate¢né velka
k vytrzeni solvatovanych ionti [29, 31-33]. Iribarne a Thomson navrhli s pouzitim teorie

pfechodového stavu rovnici (2), kterd popisuje reakéni konstantu emise iontu z nabité kapky:

kg = h .g\ RET )

Kde je kr reakcni konstanta, £ Boltzmannova konstanta, 7 teplota, 4 Planckova konstanta, AG”
volna entalpie a R plynova konstanta. Obrazek 4 zobrazuje postup vytrZeni iontu z nabité
kapky a aktiva¢ni bariéru, kterou vyjadfuje volna entalpie AG™ v rovnici (2). Diive bylo
pfedpokladano, Ze aktivacni bariéra vznikd protichiidnymi silami, které piisobi na ion
opoustéjici perfektné sférickou kapku [30]. Ahadi a Konermann [34] pomoci molekularni
dynamiky ukazali, Ze ion je pfi opousSténi kapky podporovan mistkem tvofenym molekulami
rozpoustédla, ktery se pozdéji rozpada. Jejich experimenty ukazaly, Ze v ptipad¢ vody jako
rozpoustédla je povrchové napéti vyssi, kapka si drzi sférickou geometrii a nedochazi tak
k tvorb&é mistku a k vypuzeni iontu dochazi jen vzacné€. Naopak u roztokli methanolu nebo
smesi methanolu s vodou (50/50) dochazi snadnéji k deformaci kapky, vytvotfeni miistku a

vypuzeni iontu.
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Obrazek 4 — Proces vypareni iontu. Ion opousti nabitou kapku v solvatovaném stavu.

Ptevzato a upraveno z [22].

2.3.3.2. Model zbytkového naboje

Ionty mohou do plynné faze ptevedeny mechanismem, ktery popisuje model zbytkového
naboje (CRM) [24, 28, 35]. Tento mechanismus byl popsan napiiklad na ionizaci globularnich
protein. Model CRM piedpoklada, ze nanokapka blizici se Rayleigho limitu obsahuje pouze
jednu molekulu analytu a odpaii se do sucha [30]. Naboj se pak pfi odpafeni rozpoustédla
pfesune na molekulu analytu [24, 28]. Kapky se dle CRM po dobu odpafovani nachazi
v blizkosti Rayleigho limitu a musi tak v priibéhu ztracet ¢ast naboje. K tomu mize dochazet
pomoci vypuzeni protonit a malych ionti dle IEM [36]. Z nabité kapky se odpatuje
rozpoustédlo az dojde k pfekroceni Rayleigho limitu a vznikne TaylorGv kuzel. Tento postup
se opakuje, az kapka obsahuje jen jednu molekulu analytu. Iont pak vznikd odpafenim
rozpoustédla a pfenesenim naboje na molekulu v kapce [22]. Vypuzeni globularniho proteinu
pomoci IEM neni kineticky mozné [30]. ESI produkuje ionty se sloZenim blizkym

[M + zgzHZ®*R], kde zr je Raygleiho naboj kapky rozmérem se bliZicim proteinu [28, 37-39].
Tento naboj je definovan rovnici (3) [40]:
172
_ SH[EDFTJ{RPJ{_}:H)

g = (3)

=
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Kde =, je elektrickd permitivita okolniho prostiedi, y je povrchové napéti, e je elementarni

naboj a rrapky polomér kapky.
Experimenty potvrdily, Ze ndboj predikovany pomoci CRM nezalezi na iontové formé

v roztoku [28, 30, 37-39]. Grafické zndzornéni CRM ukazuje obrazek 5.
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Obrézek 5 — Schéma popisujici vznik iontu dle CRM. Ptevzato a upraveno z [22].

2.3.3.3. Model vypuzeni Fetézce
Molekularni dynamika ukéazala, Ze na rozdil od globuldrnich proteinii podléhajicich
ionizaci dle CRM, rozbalené proteinové fetézce podléhaji ionizaci jinym mechanismem [30,
40, 41]. Diky hydrofobnimu charakteru proteinovych fetézcli neni vyhodna pozice uvnitt
kapky. Rozbaleny protein v kapce blizici se Rayleigho limitu migruje na povrch. Jeden konec
proteinového fetézce je vypuzen do plynné faze. Postupné je pak z kapky vypuzen i zbytek
proteinu (viz obrazek 6) [30]. Bylo zjisténo, ze CEM podstupuji polymery neusporadané,

castecné hydrofobni a nesouci skupiny schopné vazat ptebytecny naboj [40, 42].
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Obrazek 6 — Porovnani vzniku iontu ze sbaleného (A) a rozbaleného (B) proteinu.

Ptevzato a upraveno z [40].

2.4. Derivatizace latek obtiZné ionizovatelnych v ESI

Citlivost hmotnostni spektrometrie je obecné extrémné vysoka, ale zavisla na Uc¢innosti
ionizace analytu [43]. Analyty postradajici skupiny schopné protonace nebo deprotonace jsou
obtizn¢ ionizovatelné pomoci mékkych ioniza¢nich technik [44]. Latky, které tvoii ionty
v roztoku jsou obecné dobfe ionizovatelné pomoci ESI. Naopak APCI se vice hodi pro
ionizaci malo az stfedné polarnich latek obsahujicich atomy s vysokou protonovou afinitou
[45]. 1 piesto ze je ESI-MS jednou z nejucinnéjSich analytickych metod, jeji pouZiti pro
detekci neékterych malo polarnich komplext rhenia je omezené. Problémy s ionizaci téchto
molekul jsou zplisobeny absenci kyselych nebo bazickych skupin ve struktufe. Pro zvySeni
efektivity ionizace lze analyt chemicky modifikovat zavedenim skupin schopnych protonace
nebo deprotonace [43].

Diky derivatizaci mohou vznikat unikatni fragmentové ionty v kolizni cele tandemového
hmotnostniho spektrometru. Ty pak zle vyuzit k identifikaci a pfipadné kvantifikaci [46].
V poslednich letech byla publikovdna fada pouzivanych derivatiza¢nich technik pro ESI-MS
[47-49]. Typ, struktura a hmotnost derivatizacniho €inidla by méla byt zvolena tak, aby
vyhovovala pro danou aplikaci. Zatimco derivatizace pomoci malych molekul muize byt
vyhodna v ptipadé stericky branénych skupin, derivatizace velkymi molekulami produkuje
ionty o vysoké hmotnosti, které jsou v oblasti hmotnostniho spektra s mensi mirou Sumu [46].

Chemické derivatizace analytu je jednou z nejucinnéjSich metod ke zvySeni citlivosti
detekce. Cilem chemické derivatizace je prevést obtizné ionizovatelnou nebo
neionizovatelnou latku na snadno detekovatelnou zménou jejich chemickych a fyzickych

vlastnosti.
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V analytické chemii je derivatizace piedev§im vyuzivdna k modifikaci analytu, ktery
nelze analyzovat urcitou analytickou metodou nebo ke zlepseni selektivity. Derivatizace mtize
zlepsit separaci a uc¢innost ionizace [50].

Chemicka derivatizace sehrala dilezitou roli v analyze pomoci GC-MS. V GC-MS se

derivatizace pouziva ke zvyseni tékavosti, ke zmeén¢ ionizacnich vlastnosti analytu nebo k
ovlivnéni fragmentace analytu [51].
Nejpouzivangj§imi derivaty v GC-MS jsou methyl, ethyl, acetyl nebo silyl estery mastnych
kyselin. VétSina metod derivatizace probihd in situ, kde piiprava vzorku a chemicka
modifikace probihaji v jednom kroku. Derivatizace v kapalinové chromatografii ma odlisné
odtiivodnéni, a proto se uplatiiuji jind pravidla pfi volbé ¢inidla [51].

Obecné plati, Ze molekula analytu miize byt protonovana, pokud jeji protonova afinita
ptevysuje afinitu protonované molekuly rozpousStédla. Na druhé stran¢ k deprotonaci analytu
muze dochazet je-li acidita molekuly analytu v plynné fazi vétsi nez acidita deprotonované
molekuly rozpoustédla. K tvorbé zapornych ionti mtize dochazet i dalSimi procesy jako
napiiklad tvorbou adukti nebo zachytem elektronu [52].

VétSina derivatizacnich technik pouZivanych v ESI se zaméfuje na zavedeni trvale nabité
skupiny, nebo skupiny ktera ma vysokou protonovou afinitu ¢i elektronovou afinitu piipadné
se jedna o snadno ionizovatelnou skupinu. U nékterych obtizné ionizovatelnych molekul
muze ke zlepSeni citlivosti detekce piispét tvorba aduktu. V pozitivnim mddu jsou bézné
pozorovany adukty s kovy zejména alkalickymi, zatimco v negativnim mdédu se mohou tvofit
adukty s karboxylaty a halogenidy [53].

Za timto ucelem se zfedéné roztoky rtiznych kovu ptidavaji pfimo do rozpoustédla ¢imz
dochazi k efektivnimu zvySeni specifity nebo citlivosti ionizace elektrosprejem. Je napiiklad
znamo, ze stiibrné ionty tvoii slabé ptfenosové komplexy s alkeny. Této vlastnosti bylo
vyuZito pro analyzu nenasycenych a polyaromatickych uhlovodika [54-58].

Charakteristickd vazba mezi stfibrnymi ionty a alkeny je zaloZzena na interakci obsazen¢ho
mt orbitalu alkenu s volnym orbitalem 5s Ag" a volného m" orbitalu alkenu s obsazenym 4d
orbitalem Ag" [59]. kromé stiibra byla studovana moZnost vyuziti i nékterych dalSich kovi
predevsim Cu” a Au [44, 60].

Derivatizace pii ESI-MS analyze byla uspé$né aplikovana na fadu malych molekul,
neutrdlnich steroidii a biomolekul, jako jsou naptiklad peptidy. Potencial derivatizace pro

ESI-MS v analytické chemii byl prezentovan v celé fad¢ publikaci [47—49, 53, 60-65].
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Jednou z nevyhod derivatizace je, Zze mohou byt vyZzadovany tvrdsi reakéni podminky, pfi
kterych dochdzi k derivatizaci nejen cileného analytu, ale zdroven dochazi k ovlivnéni dalSich

slozek vzorku.

Anilin a jeho substituenty patii mezi nejjednodussi slabé baze. Vysledné derivaty obsahuji
atom dusiku, ktery je snadno ionizovatelnou skupinou a zlepSuje G¢innost ionizace analyti
pomoci ESI. Predkladand diplomova prace se zabyva popisem derivatizaéni reakce
chloroarylkomplexti rhenia pomoci substituovanych anilinti. Pfedmétem zkoumani byla
kinetika reakce, nalezeni vhodnych derivatizacnich Cinidel, studium fragmentace produkti
pomoci hmotnostni spektrometrie a vypocetni chemie. Tento typ reakce jiz ve své praci
uspésné pouzila Malkova, ktera studovala derivatizaci pomoci halogenderivatd anilind [66].
Dale je dalSich derivatizac¢nich ¢inidel na bazi anilinu a studiem fragmentace s vyuzitim

vypocetnich metod.

2.5. Tandemova hmotnostni spektrometrie

M¢kké ionizaéni techniky produkuji pfevdzné protonované nebo deprotonované molekuly
s nulovou nebo minimalni mirou fragmentace ve zdroji. Tim je limitovano mnozstvi
ziskanych informaci o struktufe ze spektra prvniho ftadu. Tandemova hmotnostni
spektrometrie se proto stala nezbytnou pro strukturni analyzu Siroké Skaly latek, jako jsou
farmaceutika, peptidy, proteiny, nukleové kyseliny a fada dalSich. Pfi tandemové hmotnostni
spektrometrii dochazi k aktivaci zndmého prekurzniho iontu a analyze produktii fragmentace
[67]. Pomoci prvniho analyzatoru je prekurzni ion izolovan a nasledné fragmentovan.
Fragmentaci vznikaji iontové fragmenty a neutrdlni molekuly. Poté jsou vzniklé ionty
analyzovany druhym hmotnostnim analyzatorem. Produktové ionty maji ve spektru izotopové
piky jen v pfipadé, Ze v je v prvnim kroku vybran Sir§i pas m/z, ktery zahrnuje 1 izotopové
piky prekurzniho iontu. Pocet fragmentacnich krokl je mozno v né€kterych ptipadech zvysit.
Tento typ experimentl se obecné nazyva MS”, kde n je pocet generaci analyzovanych iontl
[9].

Jednou z moZnosti tandemového uspofddani je pouziti hybridniho hmotnostniho
spektrometru (Qqg-TOF), ktery se skladd ze dvou kvadrupolovych analyzatorti a jednoho
analyzatoru doby letu. Prvni kvadrupdlovy analyzator lze pouZit k selekci iontl o urcitém
intervalu m/z. Druhy kvadrupodlovy analyzator slouzi jako kolizni cela, kde dochézi k interakci

piichazejicich iontll s neutralnimi molekulami kolizniho plynu. Tento proces se nazyva
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kolizn¢ indukovana disociace (CID z angl. collision-induced dissociation). Analyzator TOF je
pak pouzit k analyze produkti fragmentace. Timto typem pfistroje lze provadét pouze

experimenty MS?,

2.5.1. Kolizné indukovana disociace
Technika CID, také znama jako kolizn¢ aktivovana disociace (CAD) a kolizni aktivace
(CA) je jednou z nejpouzivangjSich metod aktivace iontl [68—70]. lonty z iontového zdroje
pii CID putuji do kolizni cely, kde je umistén kolizni plyn (N2, He, Ar) o tlaku vyrazné
vy$$im nez okolni vakuum [10]. Kolize prekurzniho iontu s molekulami neutralniho plynu
zpiisobuje zvyseni vnitini energie iontu. Cést translaéni energie atomu se pii nepruzné srazce
pfevede na vnitini energii iontu, coz vede k naslednému rozkladu [71]. Tuto energii lze

spocitat dle rovnice (4) [67, 70]:

M,

Ecm = E!rtb Mz‘ _|_ Mr (4)

2%

kde E_,, je téziStova kolizni energie, M; je hmotnost iontu; M, je hmotnost terce a E;,;, je

kinetickd energie udélena iontu.

Ion déle ziskanou energii rychle redistribuuje do vibrac¢nich hladin. Nésleduje druhy
pomalejsi krok, ve kterém dochdzi k rozpadu excitovaného iontu na produktové ionty a
k dispozici vét§i mnoZzstvi vibracnich stavii pro uloZeni energie a je tak sniZena Sance, Ze
fragmentace probéhne [72].

Obecné jsou definovany dva typy kolizi v zavislosti na energii ud¢lené iontu. V rozmezi
kolizni energie 1-100 eV se jednd o nizkoenergetické kolize. V ptipad¢ energii v fadu keV jde
o vysokoenergetické kolize [9, 73].

Hybridni hmotnostni spektrometry zaznamendvaji spektra nizkoenergetick¢ CID. Pfi
tandemové hmotnostni spektrometrii v prostoru je kolizni cela kvadrup6l v radiofrekvenénim
modu, ktery fokusuje ionty rozptylené kolizemi. I pies fokusaci dochédzi k tniku ¢asti ionth
mimo kolizni celu. Je tak idedlni pouziti hexapdli a oktapolil, které maji vyssi ucinnost
zachytu nez kvadrupoly [9]. Energie iontd v excitovaném stavu je prevazné vibracniho
charakteru [76]. Doba interakce mezi iontem o hmotnosti 200 Da s energii 30 eV s cilem

velkym né&kolik A je okolo 1071 s, coz odpovida vibraéni periodé vazby.
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U pfistroju s ionizaci za atmosférického tlaku miize dochazet (SID — source-induced
dissociation) piimo ve zdroji. V pfechodové ¢asti mohou ionty ziskat dostate¢nou rychlost ke
kolizi s molekulami rozpoustédla nebo susiciho plynu. Rychlost iontli mtize byt ovlivnéna
pomoci napéti na urychlovacich elektrodach. Tento zpusob fragmentace je dilezity pro

piistroje s jednim hmotnostnim analyzatorem [72].
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2.6. Vypocetni chemie

2.6.1. Metody funkcionalu hustoty
Metody funkcionalu hustoty (DFT z angl. density functional theory) patii k ab initio (,,od
podatku) metoddm. ReSeni Gasové nezavislé Schrodingerovy rovnice [74] (viz rovnice (5)) je

zékladem metod vypocetni chemie.

E¥Y = H¥ (5)

kde H je operator Hamiltonovy funkce (tzv. Hamiltonian), ¥ vlnova funkce daného objektu a
E jeho energie. VInova funkce vychazi ze struktury molekuly. Hamiltonian popisuje sily mezi
elektrony a jadry a nese informaci o geometrii. Druha mocnina vlnové funkce (¥*) vyjadiuje

hustotu pravdépodobnosti vyskytu elektronu v daném misté [75, 76].

Jako zékladni vstupni Gdaj se ve vypocetni chemii pouZiva atomovy orbital, jenz je
jednoelektronovou funkci. Pomoci atomovych orbitali (AO) lze pak popisovat molekulové
orbitaly (MO). Teorie MO-LCAO (z angl. Molecular Orbital — Linear Combination of Atomic
Orbitals) popisuje vznik MO jako linedrni kombinaci AO. Slater [77] navrhl funkce k popisu
atomovych orbitald (STO zangl. Slater type orbitals) na zakladé¢ kvantovych cisel a
efektivniho ndboje. Vypocty pomoci STO orbitali jsou ale piili§ slozit¢é a v nékterych
piipadech analyticky neteSitelné. Slaterovy atomové orbitaly jsou proto aproximovany
kombinaci Gaussovych orbitall. Soubor funkci, které linedrni kombinaci tvoii atomovy
orbital se nazyva baze. Minimalni bazi tvofi sada funkci, které jsou tfeba k vyjadieni umisténi
vSech elektronli v atomech molekuly. Zptfesnéni vypoctu 1ze dosahnout pouzitim vice funkci
k popisu jednoho orbitalu. Takové baze jsou pak oznaCovany double zeta, kde je orbital
tvofen dvéma funkcemi nebo triple zeta pro orbital tvofeny tfemi funkcemi. Casto je pii
vypoctech vyuzito kombinace obou pfistupli. Na valen¢ni elektrony jsou pak pouzity dvé
funkce a na vnitfni pouze jedna, jelikoZ maji na chemické vlastnosti mensi vliv. K popisu
deformace orbitaltl vlivem pfitazlivych sil atomt se zavadi polariza¢ni funkce [75, 78].

Vyhoda DFT metod je relativné nizkd vypocetni naroc¢nost [79]. DFT je zalozena na
vztahu mezi energii zdkladniho stavu a elektronové hustoty, kterd je funkci pouze tii
proménnych. Hybridni funkciondly jsou nejrozsifenéjsimi ve vypocetni chemii. Jsou zalozeny

na vypoctu Hartree-Fockovy limity a korela¢ni energii Coulombické repulze elektroni.
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Hartreeho-Fockova metoda (HF) fesi neempiricky Schrodingerovu rovnici se zanedbanim
Coulombické repulze. Metoda HF je variacni, coz znamena, ze vypocitané aproximativni
energie musi byt vyssi nebo rovny energii exaktni. Pomoci HF nelze pocitat energii systému
s vice elektrony. Zavadi tak jednoelektronovou funkci. Korela¢ni energie v DFT je pak
pocitana pomoci funkcionalu hustoty [80].

Hybridni funkciondl pouzity v této praci je B3LYP [81, 82]. Je tvofen dvéma funkciondly
— Beckeho ttiparametrovym [83] a Lee-Yang-Parr funkcionalem [84].

2.6.2. Studium fragmentace vyuzitim vypocetnich metod

Fragmentace v tandemovém hmotnostnim spektrometru je komplexni proces. Stabilita
iontu, vnitini energie iontu a jeho struktura jsou jedny z hlavnich parametrl, na kterych
prabéh fragmentace zéavisi [9, 69, 85, 86]. Existuji programy, které se snazi predikovat
vznikl¢ fragmenty: Mass Frontier (ThermoFinnigan, San Jose, USA), ACD/MS Fragmenter
(Advanced Chemical Development, Toronto, Canada) a dal$i. Tyto programy vychazi
z pravidel zaloZenych na fragmentaci v EI, kterd nemusi platit pro ionty vzniklé pomoci API,
nebo z dat ziskanych z MS/MS databazi [87, 88]. Vygenerovany seznam piedpokladanych
fragmentti tak vznika $tépenim vSech vazeb ve zkoumané molekule, ktery lze porovnat
s namefenym spektrem. Tento pfistup vSak nebere v potaz termodynamickad data, ani vliv
protonace/deprotonace na MO a strukturu molekuly [86]. Dochézi tak k predikci velkého
mnozstvi fragmenttl, z jen €ast redlné vznika. Pravidla fragmentace pomoci CID nebyla dosud
popsana ve stejném rozsahu, jako pro EI. Fragmentace v EI byla popsana na zaklad¢ velkého
mnoZzstvi dat shromazdénych v knihovnach spekter. Pro CID neexistuji rozsahlé knihovny
spekter a standardni podminky pro jejich méfeni a neni tak moZny stejny piistup jako v EI
[89].

Rasche a kol. [90] navrhli zplsob predikce fragmentace protonovanych organickych
molekul na zaklad¢ fragmentacnich stromtl. Navrzené fragmenta¢ni stromy obsahuji hmoty,
molekulové vzorce a zavislosti mezi fragmenty. Umoziuji tak urceni struktury nezndmé latky.
Jednou z vyhod této metody je moznost zapojeni do pln¢€ automatizovaného procesu analyzy.

Jednu z moznosti predikce fragmentace ukézali naptiklad Bandu a kol. [91], ktefi se
zamg¢fili na CID karboxylovych kyselin. Definovali pravidla popisujici, ve kterych ptipadech
dochazi k neutralni ztrat¢ 44 Da odpovidajici CO: a kdy k tomuto jevu nedochéazi. Dokéazali
tak spravné¢ odhadnout odstépeni CO2 u 18 z 20 farmaceutik obsahujicich karboxylovou
skupinu. Klagkou a kol. [92, 93] studovali fragmentaci sulfonamidii a na zdklad¢ znalosti

fragmentacnich mechanismi dokézali predpovédét vzniklé fragmenty.
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V minulosti byla vypocetni chemie vyuZzivana pro vypocCty energii iontli, intermediata
a popisu moznych cest fragmentace. Metodu DFT lze pouzit pro vypocty optimalizované
struktury. Lze také sledovat zménu elektronové hustoty v molekule pfi protonaci/deprotonace
a oslabeni nebo zesileni vazby pii procesu ionizace [94]. Misto protonace/deprotonace ma
zésadni vliv na fragmentaci molekuly a lze ho c¢astetné¢ odhadnout na zékladé¢ vypoctu
protonové afinity [86].

K vypoctim s cilem predikce fragmentace 1ze vyuzit semiempirické i ab initio vypocetni
metody. Naptiklad Wright a kol. [86, 89, 95-98] v fad¢é publikaci ukézali, ze pomoci metod
Austin Model 1 (AM1) a DFT lze pfedpovédét misto protonace a nasledné prodlouzeni nebo
zkraceni vazeb. Z jejich vysledku je patrné, ze pti prodlouzeni vazby béhem ionizace dochazi
ve vétsing pripadi k jejimu Stépeni béhem CID. Vysledky ziskané metodami AM1 a DFT se
vyrazné neliSily. Déle zjistili, Ze S$tépeni nepolarizované vazby uhlik-uhlik nelze pomoci
prodlouzeni vazby ptedpovédet. V CID vsak ve vétSin€ piipadii dochazi ke Sté€peni vazby
obsahujici heteroatom [97]. V souboru 16 molekul dokéazali tspésné predikovat vSechny
realné Stépené vazby. Pouze 36 % predikovanych §tépeni vazeb nebylo pfi praktickém meéteni

ve spektru nalezeno.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1. Pouzité chemikalie

Tetrabutylammonium tetrachlorooxorhenat [(n-Bu4-N)(ReOCl4)] (98%), 4-chloroanilin,
4-bromoanilin, 4-metylanilin, 4-isopropylanilin, anilin, 4-methylcatechol a 1,2-
dihydroxybenzen byly zakoupeny od firmy Sigma-Aldrich. Acetonitril (HPLC grade) a
trimethylamin byly zakoupeny od firmy Fisher Scientific.

Dusik byl vyroben generatorem dusiku MS-NGM 11 (Bruker Daltonics, Némecko).

3.2. Pristroje a programy

Ptistroj Bruker QqTOF compact ovladany pomoci programu Compass otofControl 4.0
(Bruker Daltonics, Némecko) byl pouzit pro ESI-MS experimenty. Vyhodnoceni
hmotnostnich spekter bylo provedeno v programu Compass DataAnalysis 4.4 (Bruker
Daltonics, Némecko). Struktury molekul a fragmentacni schémata byla vytvofena v programu
ChemDraw (PerkinElmer Informatics, USA). Izotopové profily a pfesné hmoty iontd byly
spocitany pomoci utility IsotopePattern 3.0 (Bruker Daltonics, Némecko). Analytické vahy
Kern ALJ 220-4 (Kern & Sohn, Némecko) byly pouzity pro vazeni pevnych latek. K michani
bylo pouzito michadlo Stuard SA8 (Cole Parmer, UK). UV/Vis spektra byla méfena na
piistroji Agilent 8453.

3.3. Piiprava komplext a derivatizace

Chlorokomplexy [Re(O)Cl(Cat)2] a [Re(O)CI(DHT)2] byly pfipraveny dle postupu
adaptovaného z literatury [7]. Schéma reakce je zobrazeno na obrazku 7. V 1,5 ml acetonitrilu
bylo rozpuStétno 4,4 mg (7,5 pmol) tetrabutylammonium tetrachlorooxorhenatu
[(n-Bu4-N)(ReOCl4)]. Déle bylo ptidano 1,7 mg (15 umol) katecholu nebo 1,9 (15 umol) DHT
podle typu pfipravovaného komplexu. Nakonec bylo pfiddno 20 pl 10 % (v/v) roztoku

triethylaminu v acetonitrilu. Reakéni smés byla michana po 3 dny za laboratorni teploty.

090
\@/ TEA, CH,CN \I|/
Cl/ ""‘CI —25¢c >

R=-H, -CH;

Obrazek 7 — Schéma ptipravy komplexd.
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Reak¢ni schéma derivatizaéni reakce je zobrazeno na obrazku 8. K 10 pl roztoku
chlorokomplexu [Re(O)CI(Cat):] nebo [Re(O)CI(DHT):] o koncentraci 5 mmol/l bylo ptidano

50 ul roztoku p-substituovaného anilinu o koncentraci 25 mmol/I.

o R
\”/ 25°C, CchN O\”/O
~hol
R

\
o \
R=-H, -CH,
X= -H, -CHs, -C(CHs),
X

Obrazek 8 — Schéma derivatizaéni reakce.

3.1. Kineticka méreni
Méteni kinetiky derivatizacni reakce pomoci ESI-MS bylo provadéno smichanim
reaktantli v koncentrované formé&. Redéni v poméru 1:100 bylo provadéno tésné pred

zmlzovac¢em. Hmotnostni spektrum bylo kontinualné zaznamenévano po dobu 60 min.

Pro UV/Vis kinetickd méfeni byl roztok zfedén v poméru 1:4 acetonitrilem do 2ml
uzaviratelné kifemenné kyvety s délkou optické drdhy 1 cm. Spektra byla zaznamenéana

v rozsahu 250-800 nm s krokem 1 nm.

3.2. Vypoéty DFT
Vypocty DFT byly provadény pomoci programu Gaussian 16 [99] hybridnim
funkciondlem B3LYP [83, 84] s bazi LanL.2DZ [100-102].

Struktury ionizované a nenabité formy studovanych komplext byly optimalizovany.

3.3. Podminky méreni

Me¢teni ESI-MS probihalo v negativnim modu v rozsahu m/z 50-1000. Teplota suSiciho
plynu (N2) byla 220 °C pii pritoku 3,0 1/min. Napéti kapilary bylo 3500 V. Vzorky byly
vstiikovany do zmlZzovace pistovou pumpou (Cole Parmer, USA) pfi pritoku 3 pl/min.

Sitka izolovaného pasu byla pii CID experimentech 5 Da a tlak kolizniho plynu v kolizni
cele 2,510 mbar. Méfeni probihalo v rozsahu od 10 eV do 200 eV laboratorni kolizni
energie CE s krokem 1 eV.
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4. Vysledky a diskuse

Pouzitou metodou derivatizace pomoci para substituovaného anilinu byla do struktury
studovanych komplexi vnesena funkéni skupina umoziujici po deprotonaci vznik zdporné
nabitych ionti.

4.1. Hmotnostni spektrometrie s vysokym rozliSenim

Produkty derivatiza¢ni reakce uvedené na obrazku 8 byly charakterizovany pomoci
méfeni hmotnostnich spekter. U vSech molekularnich ionti piipravenych derivatd byl
pozorovan charakteristicky izotopovy profil. Namétrenda HRMS data ptipravenych komplexi a
jejich srovnani s vypocitanymi hodnotami pfehledné zobrazuje tabulka 1. Chyby odrazi rozdil
mezi teoretickou a naméfenou hmotou. Index podobnosti (S7) vyjadiuje shodu teoretického a
experimentalné naméfeného izotopového profilu. U vSech ptipravenych komplexti bylo
dosaZzeno shody prevySujici 89 %. Rovnéz chyba pii méfeni presnych hmot byla ve vSech
pfipadech mensi nez 2 ppm. Z vysledkli je patrnd vyraznd shoda mezi naméfenymi a
teoretickymi hodnotami coz také potvrzuje spravnost pfifazeni elementarniho slozeni k dané

hmoté.

Tabulka 1 — Teoretické a experimentalné ziskané hmoty aniontti studovanych derivatt.

Sumarni Teoreticka Méiena  Chyba Chyba (1-S1)100

Oznaceni vZorec m/z m/z [mDa] [ppm] [Yo]

[Re(O)(CatAn]  CisHisNOsRe  510,0357  510,0360  -0,3  -0,6 98,1

[Re(O)(Cat)PT]  CioHisNOsRe — 524,0514  524,0507 0,7 1.2 89,2
[Re(O)(Cat),PIPA]  CaHioNOsRe  552,0827  552,0828  -02  -0,3 98,1
[Re(O)DHT)An]  CxHi7NOsRe  538,0670  538,0676  -0,6  -1,1 92,3
[Re(O)DHT),PT]  C;HioNOsRe 552,027  552,0824 03 0,5 99,3

[Re(O)(DHT)PIPA]"  C23H23NOsRe 580,1140 580,1142 -0,2 -0,4 91,5

e 2
555 100)
N

(6)
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Hodnoty S7 byly vypocitany ze vztahu (6), kde (i — i) vyjadfuje rozdil v intenzitach signala
dvou sloucenin s danou hmotou a i, je mensSi znich a N je pocet fragmentovych iontd

pouzitych k porovnani.

Vzhledem k tomu, ze byla pozorovdna vyrazna analogie v chovani vSech pfipravenych
derivati, byl komplex [Re(O)(Cat)PIPA] zvolen jako =zastupce, na kterém budou
prezentovany vysledky dalSich experimentil. Ziskana data ostatnich derivatl jsou dostupna ve

formé¢ piilohy.

4.2. Reak¢ni kinetika

Pro podrobny popis reakce a jejiho ¢asového priibéhu byla provedena kineticka méteni
pomoci hmotnostni spektrometrie a UV/Vis spektrometrie. Kinetickd méteni byla provadéna
v ndvaznosti na experimenty N. Mdélkové [66] a jako derivatiza¢ni Cinidlo byl pouzit p-
bromanilin.

Zména UV/Vis absorpéniho spektra v ¢ase béhem derivatiza¢ni reakce [Re"(O)CI(Cat)2]
s PBrA je zobrazena na obrazku 9.

Vyrazny absorpéni péas pifi Amax=630 nm a slab8i pas pfi Amax =390 nm odpovidaji
intenzivni modrozelené barvé komplexu [Re"(O)Cl(Cat).]. Produkt derivatiza¢ni reakce s p-
substituovanym anilinem je slab& Zluty s absorpénim maximem pfi Amax=355 nm. Casové
intervaly mezi méfenimi jsou zobrazeny v grafu. B&hem prvnich 15 minut méfeni doslo
k 90% poklesu absorpcniho past pii Amax=630 nm a Amax =390 nm. V dalSich 45 minutach obé
absorp¢ni maxima zanikaji a postupné vzriistd intenzita absorpéniho pasu pfi Amax =355 nm

(viz ptibliZzena cast grafu).
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Obrazek 9 — Spektra absorpce v UV/Vis oblasti zaznamenana béhem 45 min. Casové
intervaly mezi jednotlivymi méfenimi jsou zaznamenany v grafu. Tu¢né Sipky ukazuji na
pokles/nartst absorpéniho maxima v ase.
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Obrazek 10 — Graf Casového vyvoje intenzity vybranych iontd v ESI-MS pii reakci
[Re(O)CI(Cat)2] s p-bromoanilinem v prostiedi 2 ekvivalentd TEA.

Priibéh stejné reakce byl sledovan pomoci ESI-MS. Casovy vyvoj intenzit sledovanych
iontll zobrazuje obrazek 10. Intenzita iontu m/z 588, ktery je produktem derivatiza¢ni reakce,
nabyva maxima zhruba po 15 minutach, coz odpovida pozorovanému poklesu absorpcniho
pasu [Re""OCI(Cat)2] pfi Amax=630 nm. Vznik iontu m/z 454 ukazuje, Ze derivét anilinu jako
slaba baze urychluje oxidaci komplexu obsahujiciho Re" na formu Re"!. Komplexy
obsahujici Re"! jsou nachylné k oxidaci a po dosazeni maxima v 15 minuté tak intenzita iontu
m/z 454 postupné¢ klesa.

Casovy pribéh intenzit sledovanych iontii také pomohl pii uréeni skuteéné struktury
iontu m/z 454. V tomto ptipad¢ by nebylo mozné ani s pomoci HRMS rozhodnout, jestli se
jedna komplex s vazanym atomem chloru [Re¥(O)Cl(Cat),]” a nebo jestli tento iont vznika
jako adukt s chlorem [ReY'(O)(Cat)2]", nebot by se shodovaly jejich hmotnosti. Uvedena
Casova zavislost iontovych intenzit na obrdzku 10 vSak pfitomnost aduktu chloru prakticky

vylucuje.
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4.3. Kolizné indukovana disociace

Struktura pfipravenych derivati byla urena sledovanim vybranych reakci (MRM)
v negativnim modu pii kolizni energii 35 eV. Spektrum pfipraveného komplexu
[Re(O)(Cat)PIPA] pii 35 eV je zobrazeno na obrazku 11. Spektra MS/MS ostatnich
komplext jsou uvedena v piiloze B. Zakladni pik pii m/z 444 vznika odstoupenim katecholu
z iontu prekurzoru, ktery je oznacen modrou znackou. Izotopovy profil molekularniho iontu je
zachovan i v ptipad¢ iontu m/z 444 a potvrzuje pritomnost izotopti rhenia. Ve spektru je dale
pozorovan ion m/z 368, ktery vznikd ztrdtou aromatického kruhu z druhého katecholového
ligandu. Pribéh fragmentace tak naznacuje pfitomnost velmi silné vazby Re-N. Druhou
cestou fragmentace molekulového iontu m/z 552 je ztrata substituovaného anilinu a vznik
iontu m/z 327. Cely proces fragmentace pak konc¢i vznikem ReO4 a nasledné ReOs™. Navrzené
fragmentacni schéma komplexu [Re(O)(Cat),PIPA] je =zobrazeno na obrazku 12.

Fragmentac¢ni spektra ostatnich komplext jsou uvedena v ptiloze C.

Intens.
x10%4
81 444.0680
6_
4_
2.
68.0353
550,938 326.9724 | H
o S N B . S—
200 250 300 350 400 450 500 550 600 m/z

Obrézek 11 — MS/MS spektrum derivatu [Re(O)(Cat),PIPA] pii kolizni energii 40 eV.
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Obrazek 12 — Fragmentac¢ni schéma komplexu [Re(O)(Cat),PIPA]".

Nameétfené hmoty iontl ziskanych fragmentaci [Re(O)(Cat)PIPA] pfi kolizni energii 35
eV a jejich relativni intenzity jsou zobrazeny v tabulce 2. Déle jsou doplnény teoretické

hmoty a vypocitané chyby méfeni.

Tabulka 2 — Teoretické a experimentalné ziskané hmoty fragmenti [Re(O)(Cat)PIPA]
pti kolizni energii 35 eV. Chyby vyjadiuji rozdil mezi teoretickou a naméfenou hmotou.

Nominalni L Teoreticki  MéFena Chyba Chyba Relativni
m/z Sumdrni vzorec m/z m/z [ppm] [mDa] zastoupeni
552 C21H19NOsRe” 552,0826 552,0882 -10,1 -5,6 0,1%
444 Ci5H1sNOsRe 444,0615 444,0680 -14,6 -6,5 100,0%
368 CoH11NOsRe 368,0302 368,0353 -13,9 -5,1 13,2%
327 CsHsO4Re 326,9673 326,9724 -15,6 -5,1 7,9%
251 ReOys 250,9360 250,9387 -10,8 -2,7 3,5%
235 ReOs" 234,9410 234,9441 -13,2 -3,1 0,5%

U vSech piipravenych komplexii byla zkouména zavislost relativni intenzity

fragmentovych iontll na kolizni energii. Laboratorni kolizni energie byla piepocitana na
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tézistovou kolizni energii podle rovnice 4. Tato zavislost pro komplex s [Re(O)(Cat)>PIPA]
je zobrazena na obrdzku 13. Podobné experimenty byly provedeny i s ostatnimi pfipravenymi
derivaty a vysledky jsou uvedeny v pfiloze A. Kfivky byly vytvofeny prolozenim
experimentalné ziskanych bodi pomoci funkci Gaussovského typu v programu Origin Pro 9.0

(OriginLab Corporation, USA).

m/z 552
miz 444
807 m/z 368
m/z 327
— miz 251
m/z 235
< 607 —
iy
N
c
2
E 40 1
o
201
O ks . T Wy ‘ — D0 ’; o S 1
50 100 150 200 CEl[eV]
T T T T T
2,50 5,00 7,50 E,, [eV]
Obrazek 13 — Graf zavislosti relativni intenzity iontd vzniklych fragmentaci

A%

[Re(O)(Cat)PIPA] na kolizni energii, resp. téziStove kolizni energii.

Diagram CID na obrazku 13 popisuje pribeh fragmentace komplexu [Re(O)(Cat)PIPA]".
Prekurznim iontem je ion m/z 552. Z néj pii zvySeni kolizni energie vznikaji ionty m/z 444 a
m/z 327. Maximalni intenzity nabyvaji tyto ionty pfi kolizni energii zhruba 33 eV. lon m/z
444 vznika odstépenim jednoho z ligandu, zatimco v piipade ionu m/z 327 odstupuje soucasné
p-substituovany anilin. Tento krok ma ale daleko niZ$i prioritu, coZ je vyjadieno vyrazné nizsi
zhruba 13 % relativni intenzitou vznikajiciho fragmentu. Ion m/z 327 ztratou benzenového
jadra ptechazi na ion [Re¥Ols m/z 251, ve kterém by mélo rhenium vystupovat v oxidaénim
stavu V. Z charakteru této zavislosti vyjadiené zelenou kiivkou bez vyraznych maxim lze déle
usuzovat na piitomnost izobarického iontu s rheniem v oxidacnim stavu VII vznikajiciho jiz
pfi nejnizSich koliznich energiich rozpadem prekurzniho iontu vlivem vnéjSich podminek,

jako je naptiklad vlhkost. Z iontu m/z 444 odstupuje ¢ast druhého ligandu za vzniku iontu m/z
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368, jehoz intenzita nabyva maxima pfi stejné kolizni energii jako intenzita iontu m/z 251.
Cely proces fragmentace pak konc¢i vznikem iontu m/z 235. Vysoka energie, pii které dochazi
k odstépeni derivatizacniho ¢inidla z iontu m/z 368 za vzniku iontu m/z 235 demonstruje silu
vazby Re-N. Na zdklad¢ takto ziskanych informaci bylo mozné navrhnout fragmentacni
schéma, které je uvedeno na obrazku 12. U véch dalSich pfipravenych komplext bylo
pozorovano analogické fragmentacni chovani a ptislusné navrhy fragmentacnich schémat jsou

uvedeny v priloze C.

4.4.Vypocty DFT
4.4.1. Optimalizace struktury
Struktury elektroneutralni a ionizované formy komplexti byly optimalizovany pomoci
hybridniho funkciondlu B3LYP a béazi LanL2DZ. Na obrazku 14 je zobrazen proces
deprotonace molekuly [Re(O)(Cat),PBrA] v plynné t4zi na [Re(O)(Cat)PBrA].

@

Obrazek 14 — Zména struktury [Re(O)(Cat),PBrA] bé&hem ionizace. Struktury
neionizované 1 ionizované formy komplexu byly optimalizovany pomoci DFT.
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4.4.2. Zména délky vazby
Byla studovéna zména délky vybranych vazeb v molekulach komplexti mezi ionizovanou
a neionizovanou formou. Struktura komplexu [Re(O)(Cat),PIPA] s barevné oznacenymi
vazbami, jejichz délka byla v rdmci molekul studovana, je ukdzana na obrazku 15. Vazby C-C
a C-H studovany nebyly, protoze Stépeni tohoto typu vazby je pii ESI ionizaci
nepravdépodobné [9, 92].

o\je/o
N

HN

O o)

Obrazek 15 — Barevné vyznaceni vazeb v komplexu [Re(O)(Cat);PIPA], u kterych byla
sledovana zména délky béhem ionizace. Zelend pro vazby C-O, ¢ervend pro vazby Re-O a
modra pro vazbu N-Re.

Vysledky zmény délky vazeb u komplexu [Re(O)(Cat)PIPA] jsou graficky zpracovany
na obrazku 16. Oznaceni atomii u komplexu [Re(O)(Cat),PIPA] je analogické k ¢islovani
atomi komplexu [Re(O)(Cat),PBrA] na obrazku 14. K vyraznému prodlouzeni doslo
v ptipad¢ dvou protilehlych vazeb Re-020 a Re-O21. U délky vazeb C-O doslo k nejmensi
zméng. U vazeb Re-O19 a Re-022 doslo k mirnému zkraceni. Vazba N-Re se vlivem ionizace
zasadné zkratila. Prodlouzeni vazby Re-O14 naznacuje, Ze b&hem ionizace dochazi k jejimu
oslabeni. Z CID diagramu tohoto komplexu na obrazku 13 je patrné, Ze intenzita iontu m/z
444, ktery vznik4 odstoupenim ligandu, nabyva maxima jiz kolem kolizni energie 33 eV.
Zaroven je ion m/z 444 nejintenzivnéjSim fragmentem v MS/MS spektru. Naopak ion m/z 327
vznikajici odstoupenim jednoho ligandu a derivatiza¢niho ¢inidla nabyva vyrazné niz$i
intenzity nez ion m/z 444. Tomu odpovida i1 fakt, Ze béhem ionizace dochazi ke zkraceni
vazby Re-N a jeji §tépeni je tedy méné pravdépodobné nez samotné odstoupeni ligandu. Pfi

kolizni energii cca 56 eV nabyva maxima ion m/z 368, ktery vznika odstépenim ¢asti zbylého
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katecholového ligandu. Maximalni intenzita iontu m/z 368 je nizsi nez v ptipad¢ iontu m/z 444

K odstépeni derivatizacniho ¢inidla z iontu m/z 368 dochazi pii nejvyssi kolizni energii a

vysledek je tak ve shod¢ s vypocitanym zkracenim vazby Re-N.
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Obrazek 16 — Graf zmény délky konkrétnich vazeb typu O-Re, C-O a N-Re mezi
ionizovanou a neionizovanou formou komplexu [Re(O)(Cat),PIPA].

U vSech piipravenych komplexti dochédzi k obdobnému prodlouZeni nebo zkraceni dané¢ho
typu vazby jako u [Re(O)(Cat),PIPA]. Typ derivatizacniho ¢inidla mé vliv pouze na délku
vazby Re-N (viz obrazek 17).

Vypocty ukazaly, Ze typ substituentu v poloze para méa vliv na zkraceni vazby Re-N
béhem ionizace. Pfi pouziti halogenovaného derivatizacniho €inidla bylo vysledné zkraceni
délky vazby po ionizaci mensi nez v ptipad€ anilini s vyssi bazicitou. VSechny komplexy

s katecholem vykazovaly vétsi zkraceni vazby neZ komplexy s 2,3-dihydroxytoluenem.
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Obrazek 17 — Grafickd zavislost zmény délky vazby Re-N mezi ionizovanou a
neionizovanou formou komplexti s katecholem a 2,3-dihydroxytoluenem v zavislosti na
pouzitém derivatiza¢nim Cinidle. Zelené sloupce zobrazuji hodnoty pKa ptislusnych aniling.

Na obrazku 17 je porovnani vlivu bazicity substituentu na zménu délky vazby Re-N.
Z tohoto grafu je patrné, ze se vzrustajici hodnotou pKa substituentu roste i zména délky
vazby Re-N. Vliv substituentu se také odrazi ve fragmenta¢nim chovani komplext, coz je
ziejmé z CID diagrami. Data byla dale porovnana s vysledky z piredchoziho vyzkumu [66].
Zatimco u derivatu s PBrA fragment m/z 404 vznikajici postupnou ztratou obou ligandu
nabyva maximalni intenzity pfi Ecy 1,37 eV, v piipadé fragmentace komplexu s PT lezi
maximum obdobného fragmentu m/z 340 az pti Ecu 2,46 eV. V piipadé¢ komplexu s PT je
vazba v ionizované formé komplexu vyrazné pevnéjsi a je tedy potieba vEétsi mnozstvi energie

k jejimu Sté€peni.

4.4.1. Zména dihedralniho uhlu
Z optimalizované struktury ionizovaného a neionizované¢ho komplexu (viz obrazek 14) je
patrné, ze b€hem ionizace dochdzi k vyrazné zméné prostorového uspofadani komplexu
vlivem negativniho naboje na atomu dusiku. Pro popis této zmény byl vybran dihedralni tihel
mezi atomy C14-022-Re-O19 (viz obrazek 18) charakterizujici polohu ligandd. V piipadé
komplexti s katecholem byla zména dihedrélniho uhlu u vSech derivati témeér identickd a

rozdil mezi jednotlivymi komplexy byl mensi nez jeden stupeit. U komplext s DHT se zména
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analogickych dihedralnich 0hla lisila az o pét stupiiii, coz ale nijak zasadné neovlivnilo

fragmentaci téchto latek pii CID.
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Obrazek 18 — Zména dihedralniho uhlu C14-022-Re-O19 mezi ionizovanou a
neionizovanou formou komplexu u komplext s katecholem.

Po deprotonaci ptipravenych derivatl také dochazi k pozorovatelnému zvétSeni uhlu mezi
atomy Re-N-C27, coZz odpovida zméné polohy vazaného anilinu. Také v tomto piipadé lze
konstatovat souvislost mezi zkracenim Re-N vazby a zménou tohoto uhlu. V zasad¢ plati, Ze
¢im kratsi je vazba Re-N, tim vice se zvétSuje uhel mezi atomy Re-N-C27 (viz obrazek 19).
Toto chovani je pravdépodobné zplisobeno vétSim sterickym branénim, ke kterému dochazi
pii zkraceni vazby. Rovnéz by tak bylo vysvétlitelné ponckud anomdlni postaveni

nesubstituovaného anilinu.

38



19

| |

B

a

918—

o

o

= 1

=

=

=

S 171

>

£

N
16 -

PCIA PBrA An PIPA PT

Obrazek 19 — Zména uhlu Re-N-C27 mezi ionizovanou a neionizovanou formou
komplexti v zavislosti na typu substituentu.
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5. Zavér

Je mozné konstatovat, ze vSechny vytéené cile byly splnény. Byla popsana derivatizacni
reakce komplexii [Re(O)CI(Cat);] a [Re(O)CI(DHT):] se substituovanymi aniliny.
Derivatizace umoznila ionizaci obtizn¢ ionizovatelnych komplext a jejich studium pomoci
hmotnostni spektrometrie. Priib¢h reakce byl popsan pomoci ESI-MS a UV/Vis kinetického
meéieni. Produkty byly charakterizovany pomoci hmotnostni spektrometrie s vysokym
rozliSenim.

K popisu fragmentacnich mechanismti byly pouzity experimenty v kolizni cele. U vSech
ptipravenych derivati bylo pozorovano analogické fragmentacni chovani.

Struktura derivati byla dale studovana pomoci vypocetni chemie. Struktury ionizovanych
a neionizovanych forem komplext byly optimalizovany. Na zéklad¢ zmény délky vazby mezi

ionizovanou a neionizovanou formou byla u¢inéna predikce $tépenych vazeb pii fragmentaci.

40



6. Pouzita literatura

[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

[14]

Leonidova, A., & Gasser, G.: Underestimated potential of organometallic rhenium
complexes as anticancer agents. ACS Chemical Biology, 9(10), 2180-2193. (2014)
Bauer, E. B., Haase, A. A., Reich, R. M., Crans, D. C., & Kiihn, F. E.: Organometallic
and coordination rhenium compounds and their potential in cancer therapy.
Coordination Chemistry Reviews, 393, 79—117. (2019)

Mao, G., Huang, Q., & Wang, C.: Rhenium-Catalyzed Annulation Reactions.
European Journal of Organic Chemistry, 2017(25), 3549-3564. (2017)

Zarkadoulas, A., Koutsouri, E., Kefalidi, C., & Mitsopoulou, C. A.: Rhenium
complexes in homogeneous hydrogen evolution. Coordination Chemistry Reviews,
304-305, 55-72. (2015)

Machura, B., Wolff, M., & Gryca, I.: Rhenium (V) oxocomplexes [ReOX (N-O) 2]
and [ReOL (N-O) 2]+—Synthesis, structure, spectroscopy and catalytic properties.
Coordination Chemistry Reviews, 275, 154—164. (2014)

Sticha, M., Jelinek, 1., Poldkova, J., & Kaliba, D.: Characterization of Rhenium(V)
Complexes with Phenols Using Mass Spectrometry with Selected Soft Ionization
Techniques. Analytical Letters, 48, 2329-2342. (2015)

Sticha, M., Kaliba, D., Jelinek, 1., & Polakova, J.: Analytical study of rhenium
complexes with pyrogallol and catechol. Chemical Papers, 71(4), 819—830. (2017)
Munson, M. S. B., & Field, F. H.: Chemical lonization Mass Spectrometry. I. General
Introduction. Journal of the American Chemical Society, 88(12), 2621-2630. (1966)
Hoffmann, E. De, & Stroobant, V.: Mass Spectrometry - Priniples and Applications
(3rd ed.). Wiley. (2007)

Gross, J. H. .: Mass Spectrometry. Handbook of Spectroscopy (3rd ed.). Springer
International Publishing. (2017)

Lemr, K., & Borovcova, L.: Chemical ionization. Chemicke Listy, 114(3), 163—168.
(2020)

Field, F. H.: Chemical Ionization Mass Spectrometry. Accounts of Chemical Research,
1(2), 42-49. (1968)

Huang, E. C., Wachs, T., Conboy, J. J., & Henion, J. D.: ATMOSPHERIC PRESSURE
IONIZATION MASS SPECTROMETRY. Analytical Chemistry, 62(13), T13A-725A.
(1990)

Bruins, A. P.: Mass spectrometry with ion sources operating at atmospheric pressure.

41



[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

Mass Spectrometry Reviews, 10(1), 53-77. (1991)

Covey, T. R., Thomson, B. A., & Schneider, B. B.: Atmospheric pressure ion sources.
Mass Spectrometry Reviews, 28(6), 870-897. (2009)

Cronan, P., [Introduction to Mass Spectrometry. (2012) Dostupné z:
https://www.agilent.com/cs/library/slidepresentation/Public/Introduction to LCMS.pdf
[cit 24.4.2020]

Syage, J. A.: Mechanism of [M + H] + formation in photoionization mass
spectrometry. Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 15(11), 1521—
1533. (2004)

Kauppila, T. J., Kotiaho, T., Kostiainen, R., & Bruins, A. P.: Negative ion-atmospheric
pressure photoionization-mass spectrometry. Journal of the American Society for Mass
Spectrometry, 15(2), 203-211. (2004)

Robb, D. B., Covey, T. R., & Bruins, A. P.: Atmospheric pressure photoionization: An
ionization method for liquid chromatography-mass spectrometry. Analytical Chemistry,
72(15), 3653-3659. (2000)

Kauppila, T. J., Syage, J. A., & Benter, T.: Recent developments in atmospheric
pressure photoionization-mass spectrometry. Mass Spectrometry Reviews, 36(3), 423—
449. (2017)

Raffaelli, A., & Saba, A.: Atmospheric pressure photoionization mass spectrometry.
Mass Spectrometry Reviews, 22(5), 318-331. (2003)

Wilm, M.: Principles of electrospray ionization. Molecular and Cellular Proteomics,
10(7). (2011)

Taylor, G.: Disintegration of water drops in an electric field. Proceedings of the Royal
Society of London. Series A. Mathematical and Physical Sciences, 280(1382), 383—-397.
(1964)

Dole, M., Mack, L. L., Hines, R. L., Chemistry, D. O., Mobley, R. C., Ferguson, L. D.,
& Alice, M. B.: Molecular beams of macroions. The Journal of Chemical Physics, 49,
2240-2249. (1968)

Meng, C. K., Mann, M., & Fenn, J. B.: Of protons or proteins - “A beam’s a beam for
a’’ that." (O.S. Burns).” Zeitschrift fiir Physik D Atoms, Molecules and Clusters, 10(2—
3), 361-368. (1988)

Fenn, J. B., Mann, M., Meng, C. K., Wong, S. F., & Whitehouse, C. M.: Electrospray
ionization for mass spectrometry of large biomolecules. Science, 246(4926), 64—71.

(1989)

42



[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

Rayleigh, Lord: XX. On the equilibrium of liquid conducting masses charged with
electricity. The London, Edinburgh, and Dublin Philosophical Magazine and Journal
of Science, 14(87), 184—186. (1882)

Kebarle, P., & Verkcerk, U. H.: Electrospray: From Ions in solution to Ions in the gas
phase, what we know now. Mass Spectrometry Reviews, 28(6), 898-917. (2009)
Kebarle, P., & Tang, L.: From ions in solution to ions in the gas phase. Analytical
chemistry, 65(22), 972A-986A. (1993)

Konermann, L., Ahadi, E., Rodriguez, A. D., & Vahidi, S.: Unraveling the mechanism
of electrospray ionization. Analytical Chemistry, 85(1), 2-9. (2013)

Iribarne, J. V., & Thomson, B. A.: On the evaporation of small ions from charged
droplets. The Journal of Chemical Physics, 64(6), 2287-2294. (1976)

Thomson, B. A., & Iribarne, J. V.: Field induced ion evaporation from liquid surfaces
at atmospheric pressure. The Journal of Chemical Physics, 71(11), 4451-4463. (1979)
Labowsky, M., Fenn, J. B., & Fernandez De La Mora, J.: A continuum model for ion
evaporation from a drop: Effect of curvature and charge on ion solvation energy.
Analytica Chimica Acta, 406(1), 105-118. (2000)

Ahadi, E., & Konermann, L.: Ejection of solvated ions from -electrosprayed
methanol/water nanodroplets studied by molecular dynamics simulations. Journal of
the American Chemical Society, 133(24), 9354-9363. (2011)

lavarone, A. T., & Williams, E. R.: Mechanism of charging and supercharging
molecules in electrospray ionization. Journal of the American Chemical Society,
125(8), 2319-2327. (2003)

Hogan, C. J., Carroll, J. A., Rohrs, H. W., Biswas, P., & Gross, M. L.: Combined
charged residue-field emission model of macromolecular electrospray ionization.
Analytical Chemistry, 81(1), 369-377. (2009)

Heck, A. J. R., & Van Den Heuvel, R. H. H.: Investigation of intact protein complexes
by mass spectrometry. Mass Spectrometry Reviews, 23(5), 368-389. (2004)

Fernandez De La Mora, J.: Electrospray ionization of large multiply charged species
proceeds via Dole’s charged residue mechanism. Analytica Chimica Acta, 406(1), 93—
104. (2000)

Kaltashov, 1. A., & Mohimen, A.: Estimates of protein surface areas in solution by
electrospray ionization mass spectrometry. Analytical Chemistry, 77(16). (2005)

Ahadi, E., & Konermann, L.: Modeling the behavior of coarse-grained polymer chains

in charged water droplets: Implications for the mechanism of electrospray ionization.

43



[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

Journal of Physical Chemistry B, 116(1), 104—-112. (2012) doi:10.1021/jp209344z
Konermann, L., Rodriguez, A. D., & Liu, J.: On the formation of highly charged
gaseous ions from unfolded proteins by electrospray ionization. Analytical Chemistry,
84(15), 6798—6804. (2012) doi:10.1021/ac301298¢g

Chung, J. K., & Consta, S.: Release mechanisms of poly(ethylene glycol) macroions
from aqueous charged nanodroplets. Journal of Physical Chemistry B, 116(19), 5777—
5785.(2012) doi:10.1021/jp301577b

Higashi, T., & Ogawa, S.: Chemical derivatization for enhancing sensitivity during
LC/ESI-MS/MS quantification of steroids in biological samples: a review. Journal of
Steroid  Biochemistry — and  Molecular  Biology, 162, 57-69. (2016)
doi:10.1016/j.jsbmb.2015.10.003

Moriwaki, H.: Electrospray ionization mass spectrometric detection of low polar
compounds by adding NaAuCl4. Journal of Mass Spectrometry, 51(11), 1096—-1102.
(2016) doi:10.1002/jms.3822

Niessen, W. M. A.: State-of-the-art in liquid chromatography-mass spectrometry.
Journal of Chromatography A. (1999) doi:10.1016/S0021-9673(99)00480-X

Zaikin, V. G., & Halket, J. M.: Derivatization in mass spectrometry - 8. Soft ionization
mass spectrometry of small molecules. European Journal of Mass Spectrometry, 12(2),
79—-115. (2006) doi:10.1255/ejms.798

Van Berkel, G. J., & Asano, K. G.: Chemical Derivatization for Electrospray lonization
Mass Spectrometry. 2. Aromatic and Highly Conjugated Molecules. Analytical
Chemistry, 66(13), 2096-2102. (1994) doi:10.1021/ac00085a027

Van Berkel, G. J., Quirke, J. M. E., Tigani, R. A., Dilley, A. S., & Covey, T. R.:
Derivatization for Electrospray lonization Mass Spectrometry. 3. Electrochemically
Ionizable  Derivatives.  Analytical ~ Chemistry,  70(8), 1544-1554. (1998)
do1:10.1021/ac9713480

Quirke, J. M. E., Berkel, G. J. V., & Adams, C. L.: Chemical Derivatization for
Electrospray Ionization Mass Spectrometry. 1. Alkyl Halides, Alcohols, Phenols,
Thiols, and Amines. Analytical Chemistry, 66(8), 1302-1315. (1994)
doi:10.1021/ac00080a016

Anderegg, R. J.: Derivatization in mass spectrometry: Strategies for controlling
fragmentation.  Mass  Spectrometry  Reviews, 7(4),  395-424.  (1988)
doi:10.1002/mas.1280070403

Eggink, M., Wijtmans, M., Ekkebus, R., Lingeman, H., De Esch, I. J. P., Kool, J., ...

44



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]

[61]

[62]

Irth, H.: Development of a selective ESI-MS derivatization reagent: Synthesis and
optimization for the analysis of aldehydes in biological mixtures. Analytical Chemistry,
80(23), 9042-9051. (2008)

Niessen, W. M. A.: Liquid Chromatography-Mass Spectrometry (2nd ed.). New York:
Marcel Dekker. (1999)

Gao, S., Zhang, Z. P., & Karnes, H. T.: Sensitivity enhancement in liquid
chromatography/atmospheric ~ pressure  ionization mass spectrometry using
derivatization and mobile phase additives. Journal of Chromatography B: Analytical
Technologies in the Biomedical and Life Sciences, 825(2), 98—110. (2005)

Ming Ng, K., Ling Ma, N., & Wai Tsang, C.: Differentiation of isomeric polyaromatic
hydrocarbons by electrospray Ag(I) cationization mass spectrometry. Rapid
Communications in Mass Spectrometry, 17(18), 2082—-2088. (2003)

Frenking, G., & Frohlich, N.: The Nature of the Bonding in Transition-Metal
Compounds. Chemical Reviews, 100(2), 717-774. (2000)

Nikolova-Damyanova, B.: Retention of lipids in silver ion high-performance liquid
chromatography: Facts and assumptions. Journal of Chromatography A, 1216(10),
1815-1824. (2009)

Nikolova-Damyanova, B., & Momchilova, S.: Silver ion HPLC for the analysis of
positionally isomeric fatty acids. Journal of Liquid Chromatography and Related
Technologies, 25(13—15), 1947-1965. (2002)

Momchilova, S., & Nikolova-Damyanova, B.: Stationary phases for silver ion
chromatography of lipids: Preparation and properties. Journal of Separation Science,
26(3-4), 261-270. (2003)

Duncan, K. D., Fang, R., Yuan, J., Chu, R. K., Dey, S. K., Burnum-Johnson, K. E., &
Lanekoff, I.: Quantitative Mass Spectrometry Imaging of Prostaglandins as Silver Ion
Adducts with Nanospray Desorption Electrospray lonization. Analytical Chemistry,
90(12), 7246-7252. (2018)

Bayer, E., Gfrorer, P., & Rentel, C.: Coordination-ionspray-MS (CIS-MS), a universal
detection and characterization method for direct coupling with separation techniques.
Angewandte Chemie - International Edition, 38(7), 992-995. (1999)

Van Berkel, G. J., Quirke, J. M. E., & Adams, C. L.: Derivatization for electrospray
ionization-mass spectrometry. 4. Alkenes and alkynes. Rapid Communications in Mass
Spectrometry, 14(10), 849-858. (2000)

Johnson, D. W.: Contemporary clinical usage of LC/MS: Analysis of biologically

45



[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]
[76]

[77]
[78]

important carboxylic acids. Clinical Biochemistry, 38(4), 351-361. (2005)

Higashi, T., & Shimada, K.: Derivatization of neutral steroids to enhance their
detection characteristics in liquid chromatography-mass spectrometry. Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 378(4), 875-882. (2004)

Honda, A., Hayashi, S., Hifumi, H., Honma, Y., Tanji, N., Iwasawa, N., ... Suzuki, K.:
MPAI (Mass Probes Aided Ionization) method for total analysis of biomolecules by
mass spectrometry. Analytical Sciences, 23(1), 11-15. (2007)

Van Berkel, G. J., McLuckey, S. A., & Glish, G. L.: Preforming Ions in Solution via
Charge-Transfer Complexation for Analysis by Electrospray Ionization Mass
Spectrometry. Analytical Chemistry, 63(18), 2064-2068. (1991)

Malkova, N.: Derivatizace obtizné ionizovatelnych nenabitych komplexii rhenia pro
moznost identifikace pomoci ESI-HRMS. Univerzita Karlova. (2018)

Sleno, L., & Volmer, D. A.: Ion activation methods for tandem mass spectrometry.
Journal of Mass Spectrometry, 39(10), 1091-1112. (2004)

Jennings, K. R.: The changing impact of the collision-induced decomposition of ions
on mass spectrometry. International Journal of Mass Spectrometry. (2000)

Shukla, A. K., & Futrell, J. H.: Tandem mass spectrometry: Dissociation of ions by
collisional activation. Journal of Mass Spectrometry, 35(9), 1069—1090. (2000)
McLuckey, S. A.: Principles of collisional activation in analytical mass spectrometry.
Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 3(6), 599-614. (1992)

Levsen, K., & Schwarz, H.: Gas-phase chemistry of collisionally activated ions. Mass
Spectrometry Reviews, 2(1), 77-148. (1983)

Henderson, W., & McIndoe, J. S.. Mass Spectrometry of Inorganic and
Organometallic Compounds. Wiley. (2005)

Douglas, D. J.: Mechanism of the collision-induced dissociation of polyatomic ions
studied by triple quadrupole mass spectrometry. Journal of Physical Chemistry, 86(2),
185-191. (1982)

Schrédinger, E.: An undulatory theory of the mechanics of atoms and molecules.
Physical Review, 28(6), 1049—-1070. (1926)

Slavi¢ek, P., & Muchova, E.: Kvantovd chemie: Prvni ¢teni. VSCHT Praha. (2019)
Zelensky, T., Sklenovsky, P., & Otyepka, M.: Ulohy do cviceni z vypocetni chemie.
(2008) Dostupné z: https://fch.upol.cz/skripta/momo/skripta.pdf, [cit 1.5.2020]

Slater, J. C.: Atomic shielding constants. Physical Review, 36(1), 57-64. (1930)

Sistik, L., On¢ak, M., & Slavicek, P.: Strucny iivod do teoretické a pocitacové chemie.

46



[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

[90]

Dpstupné z:  http://ufch.vscht.cz/files/uzel/0013999/PriruckaTeorChem.pdf, [cit
5.5.2020]

Bim, D., Gutten, O., Chalupsky, J., Srnec, M., & Rulisek, L.: Teoreticka
bioanorganicka chemie a spektroskopie. Chemické Listy, 110(5), 354-364. (2016)
Koch, W., & Holthausen, M. C.: 4 Chemist’s Guide to Density Functional Theory.
Wiley-VCH Verlag. (2001)

Kim, K., & Jordan, K. D.: Comparison of density functional and MP2 calculations on
the water monomer and dimer. Journal of Physical Chemistry, 98(40), 10089—10094.
(1994)

Stephens, P. J., Devlin, F. J., Chabalowski, C. F., & Frisch, M. J.: Ab Initio calculation
of vibrational absorption and circular dichroism spectra using density functional force
fields. Journal of Physical Chemistry®, 98(45), 11623-11627. (1994)

Becke, A. D.: Density-functional thermochemistry. III. The role of exact exchange. The
Journal of Chemical Physics, 98(7), 5648-5652. (1993)

Lee, C., Yang, W., & Parr, R. G.: Development of the Colle-Salvetti correlation-energy
formula into a functional of the electron density. Physical Review B, 37(2). (1988)

De Hoffmann, E.: Tandem mass spectrometry: A primer. Journal of Mass
Spectrometry, 31(2). (1996)

Alex, A., Harvey, S., Parsons, T., Pullen, F. S., Wright, P., & Riley, J.-A.: Can density
functional theory (DFT) be used as an aid to a deeper understanding of tandem mass
spectrometric fragmentation pathways? Rapid communications in mass spectrometry :
RCM, 23(17), 2619—2627. (2009)

Heinonen, M., Rantanen, A., Mielikdinen, T., Kokkonen, J., Kiuru, J., Ketola, R. A., &
Rousu, J.: FiD: a software for ab initio structural identification of product ions from
tandem mass spectrometric data. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 22(19),
3043-3052. (2008)

Hufsky, F., & Bocker, S.: Mining molecular structure databases: Identification of small
molecules based on fragmentation mass spectrometry data. Mass Spectrometry
Reviews, 36(5), 624-633. (2017)

Wright, P., Alex, A., Nyaruwata, T., Parsons, T., & Pullen, F.: Using density functional
theory to rationalise the mass spectral fragmentation of maraviroc and its metabolites.
Rapid Communications in Mass Spectrometry, 24(7), 1025-1031. (2010)

Rasche, F., Svatos, A., Maddula, R. K., Béttcher, C., & Bocker, S.: Computing

fragmentation trees from tandem mass spectrometry data. Analytical Chemistry, 83(4),

47



[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

1243-1251. (2011)

Bandu, M. L., Watkins, K. R., Bretthauer, M. L., Moore, C. A., & Desaire, H.:
Prediction of MS/MS Data. 1. A Focus on Pharmaceuticals Containing Carboxylic
Acids. Analytical Chemistry, 76(6), 1746—1753. (2004)

Klagkou, K., Pullen, F., Harrison, M., Organ, A., Firth, A., & Langley, G. J.:
Fragmentation pathways of sulphonamides under electrospray tandem mass
spectrometric conditions. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 17(21). (2003)
Klagkou, K., Pullen, F., Harrison, M., Organ, A., Firth, A., & Langley, G. J.:
Approaches towards the automated interpretation and prediction of electrospray tandem
mass spectra of non-peptidic combinatorial compounds. Rapid Communications in
Mass Spectrometry, 17(11), 1163—-1168. (2003)

Alcami, M., M9, O., & Vaifiez, M.: Computational chemistry: A useful (sometimes
mandatory) tool in mass spectrometry studies. Mass Spectrometry Reviews, 20(4).
(2001)

Wright, P., Alex, A., & Pullen, F.: Predicting collision-induced dissociation mass
spectra: Understanding the role of the mobile proton in small molecule fragmentation.
Rapid Communications in Mass Spectrometry, 30(9), 1163—1175. (2016)

Holman, S. W., Wright, P., & Langley, G. J.: High-throughput approaches towards the
definitive identification of pharmaceutical drug metabolites. 1. Evidence for an ortho
effect on the fragmentation of 4-benzenesulfinyl-3-methylphenylamine using
electrospray ionisation mass spectrometry. Rapid communications in mass
spectrometry : RCM, 22(15), 2355-2365. (2008)

Wright, P. A., Alex, A., & Pullen, F.: Predicting collision-induced dissociation spectra:
Semi-empirical calculations as a rapid and effective tool in software-aided mass
spectral interpretation. Rapid Communications in Mass Spectrometry, 28(10), 1127—
1143. (2014)

Wright, P. A., Alex, A., & Pullen, F. S.: Can computational chemistry be used to
predict CID fragmentation of anions? Rapid Communications in Mass Spectrometry,
29(23), 2309-2315. (2015)

Frisch, M. J., Trucks, G. W., Schlegel, H. E., Scuseria, G. E., Robb, M. A., Cheeseman,
J.R., ... Fox, J. D.: Gaussian 16. Gaussian, Inc., Wallingford CT,. (2016)

Hay, P. J.,, & Wadt, W. R.: Ab initio effective core potentials for molecular
calculations. Potentials for K to Au including the outermost core orbitale. The Journal

of Chemical Physics, 82(1), 299-310. (1985)

48



[101] Hay, P. J., & Wadt, W. R.: Ab initio effective core potentials for molecular
calculations. Potentials for the transition metal atoms Sc to Hg. The Journal of
Chemical Physics, 82(1), 270-283. (1985)

[102] Wadt, W. R., & Hay, P. J.: Ab initio effective core potentials for molecular
calculations. Potentials for main group elements Na to Bi. The Journal of Chemical

Physics, 82(1), 284-298. (1985)

49



7. Prilohy

7.1. Priloha A — CID diagramy
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Obrazek 22 — Graf zavislosti relativni intenzity iontl vzniklych fragmentaci

[Re(O)(Cat)PT] na kolizni energii, resp. tézistové kolizni energii.
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Obrazek 23 — Graf zavislosti relativni intenzity iontd vzniklych fragmentaci
[Re(O)(DHT).PT] na kolizni energii, resp. t€zistové kolizni energii.
m/z 580
m/z 458
m/z 368
m/z 340
m/z 250
m/z 235
)
s
N
c
9
A=
®
3 I . 1
150 a0p “E eVl
| 1 I ! T E \/
2,50 5,00 7,50 ou V]
Obrazek 24 — Graf zavislosti relativni intenzity iontd vzniklych fragmentaci

[Re(O)(DHT),PIPA] na kolizni energii, resp. t€zistové kolizni energii.
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7.2. Priloha B — MS/MS spektra
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Obrézek 25 — MS/MS spektrum derivatu [Re(O)(Cat),An] pti kolizni energii 40 eV.
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Obrazek 26 — MS/MS spektrum derivatu [Re(O)(DHT)>An] pii kolizni energii 40 eV.
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Obrazek 27 — MS/MS spektrum derivatu [Re(O)(Cat)PT] pii kolizni energii 40 eV.
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Obrazek 28 — MS/MS spektrum derivatu [Re(O)(DHT).PIPA] pii kolizni energii 40 eV.
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7.3. Priloha C — Fragmentacni schémata
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Obrézek 29 — Fragmentacni schéma komplexu [Re(O)(Cat),An]".
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Obrazek 30 — Fragmentac¢ni schéma komplexu [Re(O)(Cat),An]".
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Obrazek 31 — Fragmenta¢ni schéma komplexu [Re(O)(Cat),PT].
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Obrézek 32 — Fragmenta¢ni schéma komplexu [Re(O)(DHT).PT].
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Obrazek 33 — Fragmentacni schéma komplexu [Re(O)(DHT).PIPA].

57



